

















































Parte	 de	 los	 resultados	 mostrados	 en	 la	 presente	 Memoria	 han	 dado	 lugar	 a	 las	
siguientes	publicaciones:	
• JM	 Serrano-Morales,	 MD	 Vázquez-Carretero,	 MJ	 Peral,	 AA	 Ilundain,	 P	 García-









• AE	 Carvajal,	 JM	 Serrano-Morales,	 MD	 Vázquez-Carretero,	 P	 García-Miranda,	 ML	
Calonge,	 MJ	 Peral,	 AA	 Ilundain.	 	 Reelin	 protects	 from	 colon	 pathology	 by	
maintaining	 the	 intestinal	 barrier	 integrity	 and	 repressing	 tumorigenic	 genes.		


















ACF: Focos de criptas aberrantes. 
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
ADNc: ADN complementario.  
AOM: azoximetano. 
ARN: ácido ribonucleico.  
ARNm: ARN mensajero. 
DSS: Dextrano Sulfato Sódico. 
DTT: ditiotreitol. 
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético. 
FITC: Isotiocianato de fluoresceina. 
kb: kilo-base. 
kDa: kilo-dalton. 
pb: pares de bases. 
PBS: tampón de fosfato y NaCl. 
PBTW: tampón de PBS con Tween 20. 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 
RT: transcripción inversa. 
SDS: dodecilsulfato sódico. 
TBST: Tampón de TRIS-HCl, NaCl y Tween 20. 


































































































































































































dos	 regiones	bien	diferenciadas:	 intestino	delgado	y	 grueso. El	 intestino	grueso	está	
especializado	 en	 absorber	 la	 mayor	 parte	 del	 agua	 y	 sales	 inorgánicas	 del	 quimo,	
compactándolo	para	ser	eliminado	en	forma	de	heces.	Anatómicamente	se	divide	en	
ciego,	 colon	 y	 recto.	 A	 su	 vez,	 en	 el	 colon	 se	 distinguen	 el	 colon	 ascendente,	
transverso,	descendente	y	sigmoideo.	La	pared	del	colon	está	dividida	en	las	siguientes	
capas	 (desde	 la	 luz	 hacia	 la	 zona	 basal):	mucosa,	 submucosa,	muscular	 y	 serosa.	 La	
capa	mucosa	se	subdivide	en	epitelio,	lámina	propia	y	capa	muscular	de	la	mucosa.		
El	epitelio	del	colon	es	un	epitelio	cilíndrico	simple	que	está	en	contacto	con	la	
luz	 del	 tubo	 y	 forma	 profundas	 invaginaciones	 hacia	 el	 interior	 de	 la	 lámina	 propia	
(tejido	 conectivo	 laxo)	 denominadas	 criptas	 de	 Lieberkühn.	 Este	 epitelio	 está	 en	
continua	 y	 rápida	 renovación,	 de	 forma	 que	 se	 reemplaza	 totalmente	 en	 3-4	 días	
aproximadamente	 mediante	 una	 secuencia	 bien	 organizada	 de	 proliferación,	
diferenciación,	muerte	y	descamación	celular.	 Estos	procesos	están	muy	 regulados	a	
fin	 de	 mantener	 la	 homeostasis	 del	 epitelio	 intestinal.	 Su	 renovación	 celular	 se	









Otros	 tipos	 de	 células	 que	 se	 han	 identificado	más	 recientemente	 en	 el	 epitelio	 del	
intestino	delgado	y	del	colon	son	las	células	brush,	que	presentan	analogía	estructural	








sales	 minerales	 fundamentalmente,	 aunque	 también	 pueden	 absorber	 algunos	
hidratos	de	carbono,	proteínas	(Nordgaard	y	cols.,	1996)	y	vitaminas	hidrosolubles	(ver	
revisión	 de	 Said,	 2011).	 Actúan	 como	 una	 barrera	 que	 impide	 el	 paso	 de	 sustancias	













membrana	 basal.	 Ésta	 es	 rica	 en	 matriz	 extracelular,	 conteniendo	 proteínas	
estructurales,	 como	 glicoproteínas	 o	 distintos	 tipos	 de	 colágeno;	 y	 no	 estructurales,	
como	 factores	 de	 crecimiento	 y	 prostaglandinas	 (ver	 revisión	 de	 Simon-Assmann	 y	
cols.,	1995).		





rodeando	 las	 criptas	 y	 formando	 un	 sincitio	 tridimensional	 que	 se	 extiende	 por	 la	
lámina	 propia,	 permitiendo	 su	 conexión	 con	 los	 fibroblastos.	 Tienen	 características	
morfológicas	 y	 funcionales	 de	 fibroblastos	 y	 de	 células	 del	 músculo	 liso.	 Así,	 por	
ejemplo,	expresan	proteínas	como	la	α-actina	del	músculo	liso	(α-SMA)	(Joyce	y	cols.,	
1987)	 considerada	 como	 marcador	 de	 los	 miofibroblastos	 subepiteliales.	 Además,	
expresan	 y	 secretan	 un	 extenso	 repertorio	 de	 citoquinas,	 factores	 de	 crecimiento,	
hormonas,	mediadores	de	inflamación	y	proteínas	de	la	matriz	extracelular	(colágeno	y	
proteínas	 de	 adhesión)	 así	 como	 proteínas	 que	 modifican	 dicha	 matriz	 como	 las	
metaloproteinasas.	 También	 expresan	 receptores	 para	muchos	 de	 estos	 ligandos,	 lo	
que	permite	a	estas	células	mediar	un	flujo	de	información	paracrina	y	autocrina	hacia	
y	desde	las	células	epiteliales,	las	del	sistema	inmune	y	otras	células	mesenquimales	de	
la	 lámina	 propia.	 De	 esta	 forma,	 los	 miofibroblastos	 desempeñan	 funciones	
importantes	 en	 la	 homeostasis	 de	 las	 células	 del	 epitelio	 intestinal,	 regulando	 su	
proliferación	 y	 diferenciación,	 en	 procesos	 inflamatorios	 e	 inmunológicos	 y	 en	 la	
regeneración	 y	 reparación	 de	 lesiones	 de	 la	mucosa	 intestinal.	 Trastornos	 en	 dichas	






cantidad	 de	 vasos	 sanguíneos	 y	 el	 plexo	 nervioso	 de	 Meissner.	 El	 colon	 presenta	
también	 una	 capa	 muscular	 considerablemente	 más	 gruesa	 que	 en	 el	 intestino	




90-95%	 de	 los	 casos	 de	 cáncer	 de	 colon	 y	 se	 produce	 en	 la	mucosa	 que	 recubre	 el	
interior	del	colon	y	recto.	En	España,	este	tipo	de	cáncer	es	el	tercero	en	frecuencia	en	






en	 alcanzar	 el	 estadio	 avanzado.	 En	 este	 proceso	 influyen	 la	 interacción	 con	 el	
ambiente,	 las	 alteraciones	 genéticas	 y	 la	 respuesta	 adaptativa	 del	 huésped.	 La	
clasificación	TNM	 (tumor,	 lymph	nodes,	metastasis)	 es	 el	 sistema	más	utilizado	para	
determinar	 el	 estado	 de	 desarrollo	 del	 cáncer	 y	 hace	 referencia	 a	 la	 extensión	 del	
tumor	primario	en	las	paredes	del	intestino	(T),	la	afectación	de	ganglios	linfáticos	(N)	
y	 la	 presencia	 de	metástasis	 (M).	 Se	 añade	 un	 número	 a	 cada	 letra	 para	 indicar	 el	













Estadio	 III:	 el	 cáncer	 ha	 invadido	 los	 órganos	 más	 próximos,	 y	 afecta	 a	 los	
ganglios	linfáticos.	











patrón	 proliferativo	 de	 las	 células	 epiteliales	 en	 las	 criptas	 del	 colon,	 asociado	 a	 un	
trastorno	 en	 el	 control	 de	 la	 muerte	 celular	 programada	 (apoptosis).	 Como	
consecuencia	de	un	desequilibrio	entre	dicha	proliferación	y	apoptosis,	se	desarrollan	





denominan	 focos	 de	 criptas	 aberrantes	 (FCA),	 siendo	 éstas	 la	 primera	 alteración	
apreciable	en	el	epitelio	(ver	revisión	de	Alrawi	y	cols.,	2006).	La	primera	descripción	
de	 estos	 focos	 fue	 realizada	 en	 1987	 por	 Bird,	 quien	 observó	 al	microscopio	 óptico,	
criptas	 aberrantes	 en	 la	 mucosa	 del	 colon	 de	 ratones	 tratados	 con	 un	 agente	
carcinogénico,	 azoximetano.	 Estos	 focos	 están	 formados	 por	 una	 o	 más	 criptas	
aberrantes	que	aparecen	como	un	foco	redondeado	y	aislado.	Las	criptas	aberrantes	




a	 carcinógenos,	 se	 han	 detectado	 en	 el	 colon	 de	 pacientes	 con	 cáncer	 de	 colon	 en	
zonas	 adyacentes	 a	 los	 tumores	 con	 características	 morfológicas	 e	 histológicas	





son	 acumulaciones	 anormales	 de	 células	 visibles	 macroscópicamente,	 las	 cuales	 se	
proyectan	en	la	superficie	de	la	mucosa	hacia	el	lumen.	Aunque	la	mayoría	de	pólipos	
son	 benignos	 y	 no	 progresan	 a	 cáncer,	 sin	 embargo,	 gran	 parte	 de	 los	 tumores	
malignos	 de	 colon	 se	 desarrollan	 sobre	 lesiones	 ya	 existentes	 en	 la	mucosa.	 Existen	
algunos	tipos	de	pólipos,	en	concreto,	los	pólipos	adenomatosos	o	adenomas	que	son	
lesiones	 con	 tejido	 displásico	 (tejido	 con	 daño	 en	 el	 ADN	de	 sus	 células,	 que	 sufren	
anomalías	 en	 el	 proceso	 de	 maduración),	 y	 que	 tienen	 mayor	 riesgo	 de	 sufrir	
transformaciones	 hacia	 el	 cáncer	 de	 colon.	 Cuando	 en	 el	 adenoma	 el	 grado	 de	
displasia	es	mayor	y	las	mutaciones	sufridas	no	son	reparadas,	se	llega	a	la	formación	
del	 adenocarcinoma.	 Estas	 alteraciones	 que	 tienen	 lugar	 de	 forma	 progresiva	 en	 la	







es	 la	 Poliposis	 Adenomatosa	 Familiar,	 o	 están	 asociados	 a	 una	 enfermedad	
inflamatoria	 intestinal	 como	 la	 colitis	 ulcerosa	 (ver	 revisión	de	 Subramaniam	y	 cols.,	
2016).	
En	el	caso	del	cáncer	asociado	a	colitis,	la	evolución	sigue	una	secuencia	desde	
el	 tejido	 inflamado,	 pasando	 por	 diferentes	 grados	 de	 displasia	 y	 pudiendo	 llegar	 a	
formar	 un	 adenocarcinoma	 invasivo,	 llamada	 secuencia	 inflamación-displasia-
carcinoma.	 En	 este	 proceso	 confluyen	 una	 disfunción	 en	 la	 regulación	 del	 sistema	
inmunitario,	 de	 la	 microbiota	 intestinal	 y	 de	 la	 reparación	 del	 epitelio	 frente	 a	 la	
inflamación	(ver	revisión	de	Low	y	cols.,	2014).		
A	 pesar	 de	 distinguir	 estas	 formas	 de	 cáncer	 de	 colon	 que	 pueden	 tener	
secuencias	distintas,	todos	 los	tipos	de	cáncer	de	colon	tienen	similitudes	y	en	todos	




El	 cáncer	 de	 colon	 es	 un	 proceso	 multifactorial	 en	 el	 que	 están	 implicados	
factores	 genéticos,	 epigenéticos	 y	 ambientales.	Aunque	 los	mecanismos	moleculares	
por	los	que	ocurre	son	poco	conocidos,	se	sabe	que	la	transformación	tumoral	se	inicia	







transformante	 tipo	 β),	 BMP	 (proteína	morfogenética	 del	 hueso),	 K-RAS	 (“Kirsten	 rat	
sarcoma	viral	oncogene	homolg”),	APC	(“Adenomatous	Poliposis	Coli”)	y	p53	(proteína	




del	 cáncer	de	 colon	 (secuencia	adenoma-carcinoma)	 son	muy	variados,	 todos	 tienen	
en	 común	 que	 conllevan	 una	 gran	 inestabilidad	 genómica.	 Ésta	 se	 produce	 por	
diferentes	 vías	 moleculares,	 entre	 ellas,	 la	 de	 inestabilidad	 cromosómica	 o	 en	
microsatélites	 y	 la	 de	 metilación	 del	 ADN.	 Como	 consecuencia	 de	 la	 pérdida	 de	
estabilidad	 genómica	 se	 promueve	 la	 acumulación	 de	 múltiples	 mutaciones	 en	
diversos	genes	reguladores	que	confieren	a	las	células	un	aumento	en	la	capacidad	de	
proliferación	y	de	supervivencia	(Schulmann	y	cols.,	2005;	Grady	y	Carethers,	2008).	
Los	 genes	 afectados	 se	 dividen	 en	 tres	 grupos:	 i)	 los	 proto-oncogenes,	 cuya	
función	es	estimular	 la	proliferación	celular,	 ii)	 los	genes	supresores	de	tumores,	que	
inhiben	 la	proliferación	celular	 y	 iii)	 los	genes	 reparadores	del	ADN,	 responsables	de	






afecta	 a	 los	 proto-oncogenes	 y	 a	 los	 genes	 supresores	 de	 tumores.	 Sin	 embargo,	 la	







	 El	 proto-oncogen	 K-RAS	 (gen	 que	 codifica	 una	 proteína	 que	 participa	 en	 el	
crecimiento,	maduración	 y	muerte	 celular)	 se	encuentra	mutado	 con	alta	 frecuencia	
(40-50%)	en	fases	tempranas	del	desarrollo	del	cáncer	de	colon.	K-RAS	es	una	GTPasa	
implicada	 en	 la	 iniciación	 de	 varias	 vías	 de	 señalización.	 Las	 mutaciones	 de	 K-RAS	
producen	 una	 hiperactivación	 del	 proto-oncogen	 BRAF	 (“v-raf	 murine	 sarcoma	 viral	
oncogene	homolog	B”),	que	activa	MAPK	(“Mitogen-Activated	Protein	Kinase”)	la	cual	
actúa	 directamente	 en	 la	 regulación	 génica	 (Hagland	 y	 cols.,	 2013).	 Además,	 se	 ha	
descrito	 que	 actúa	 sobre	 las	 vías	 de	 señalización	 RAF-MEK-ERK	 y	 sobre	 la	 PI3K-Akt	
(fosfatidilinositol	 3-quinasa	 /proteína	 quinasa	 B),	 produciendo	 alteraciones	 de	 las	
células	y	tumoración	(ver	revisión	de	Lee	y	cols.,	2018).	
Alteraciones	en	el	gen	supresor	de	tumores	APC	que	conducen	a	la	formación	de	




formación	de	 tumores	 en	 el	 colon	 (Kinzler	 	 y	 Vogelstein.,	 1996;	 Ficari	 y	 cols.,	 2000).	
APC	forma	parte	de	la	vía	de	señalización	Wnt/APC/β-catenina	y	se	ha	demostrado	que	
impide	la	localización	nuclear	de	la	β-catenina	y,	por	lo	tanto,	la	expresión	de	muchos	
genes	 carcinogénicos,	 como	 por	 ejemplo:	 c-myc,	 que	 controla	 el	 crecimiento	
neoplásico,	 la	 ciclina	 D1	 que	 controla	 la	 progresión	 del	 ciclo	 celular	 y	 las	
metaloproteinasas	 de	 la	 matriz	 que	 favorecen	 la	 invasión	 tumoral	 (ver	 revisión	 de	
Fredericks	y	cols.,	2015).	En	la	formación	de	tumores,	la	activación	de	la	vía	Wnt	lleva	a	
la	 degradación	 proteolítica	 de	 APC	 y	 a	 una	 traslocación	 de	 la	 β-catenina	 al	 núcleo	
(Kobayashi	 y	 cols.,	 2000).	 Las	 alteraciones	 de	 la	 vía	 Wnt/APC/β-catenina	 son	



















La	 inflamación	 crónica	y	 la	desregulación	del	 sistema	 inmune	 son	 factores	de	
riesgo	 para	 el	 desarrollo	 de	 mutaciones	 en	 las	 células	 del	 epitelio	 intestinal,	 que	
pueden	 desencadenar	 el	 desarrollo	 de	 cáncer	 de	 colon	 asociado	 a	 colitis.	 La	 colitis	
puede	aparecer	desde	edades	tempranas,	por	lo	que	el	cáncer	asociado	a	inflamación	
suele	aparecer	en	pacientes	más	jóvenes	que	el	esporádico.	Además,	el	desarrollo	del	
cáncer	 está	 relacionado	 con	 la	 severidad	 de	 la	 inflamación,	 así	 pacientes	 con	
inflamación	 crónica	 y	 una	 evolución	 larga	 son	 más	 susceptibles	 para	 desarrollar	
tumores	(ver	revisión	de	Subramaniam	y	cols.,	2016).	
Los	mecanismos	moleculares	implicados	en	la	iniciación	y	desarrollo	del	tumor	




el	 aumento	 del	 estrés	 oxidativo	 y	 el	 exceso	 de	 citoquinas	 pro-inflamatorias	 los	 que	
provocan	 las	 alteraciones	 en	 dichos	 genes.	 Los	 cambios	 genéticos	 y	 epigenéticos	





Además,	 también	 existe	 una	 diferencia	 temporal	 en	 la	 producción	 de	 las	




Smits,	 2001).	 Sin	 embargo,	 las	 mutaciones	 en	 el	 gen	 p53	 ocurren	 de	 forma	 más	




mutaciones	 en	p53	 en	 la	mucosa	 inflamada	 y	 en	 los	 estadios	 iniciales	 del	 cáncer	 de	
colon	 asociado	 a	 colitis	 (Xie	 y	 cols.,	 2008).	 La	 activación	 de	 la	 β-catenina	 ocurre	 en	
estadios	 tempranos	 tanto	 en	 el	 cáncer	 de	 colon	 esporádico	 como	 en	 el	 asociado	 a	
colitis	 (Subramaniam	 y	 cols.,	 2016).	 Durante	 la	 inflamación	 aguda	 y	 crónica	 la	
















la	 carcinogénesis	 (ver	 revisiones	 de	 Powell	 y	 cols.	 2005;	Mifflin	 y	 cols.,	 2011).	 Se	 ha	
descrito	que	son	las	células	mesenquimales	las	que	primero	se	afectan	en	los	procesos	
tumorales	del	tracto	gastrointestinal	y	segregan	muchos	factores	fundamentales	en	el	
microambiente	del	 tumor	 (Vermeulen	y	 cols.,	2010).	 La	citoquina	TNF-α	estimula	 los	
miofibroblastos	 e	 induce	 la	 expresión	 del	 receptor	 del	 factor	 de	 crecimiento	








mesenquimales,	 como	 vimentina	 y	 N-cadherina	 y	 manifiestan	 fenotipo	 migratorio	
(Kang	 y	 Massague,	 2004).	 Este	 proceso	 está	 regulado	 especialmente	 por	 la	 vía	 de	
señalización	 TGF-β/SMAD/Snail/TEM.	 También	 NF-κB	 y	 STAT3	 y	 las	 citoquinas	 pro-
inflamatorias,	 tales	 como	 TNF-α,	 IL-6	 e	 IL-8	 intervienen	 y	 mantienen	 la	 TEM	
(Subramaniam	y	cols.,	2016).		
Otras	 células	 con	 fenotipo	 mesenquimal,	 implicadas	 en	 la	 formación	 de	
tumores	 y	 que	 se	 localizan	 en	 el	 microambiente	 del	 tumor	 son	 los	 llamados	
fibroblastos	asociados	al	 cáncer	 (FAC),	 con	morfología	parecida	a	 los	miofibroblastos	
(Figura	5).	La	población	de	FACs	es	muy	heterogénea,	su	origen	celular	puede	ser	muy	
variado	 dependiendo	 del	 tipo	 de	 tumor,	 entre	 otras	 células	 pueden	 proceder	 de	
fibroblastos	normales,	células	madre	mesenquimales,	células	epiteliales	o	endoteliales	
mediante	 el	 proceso	 de	 TEM.	 Los	 FACs	 están	 constantemente	 activados,	 no	
revertiéndose	 su	 fenotipo	 a	 la	 normalidad	 ni	 pudiendo	 sufrir	 apoptosis.	 Además	
contribuyen	 al	 desarrollo	 del	 cáncer	 modificando	 el	 microambiente	 en	 el	 que	 se	
desarrolla	 el	 tumor,	 secretando	 factores	 de	 crecimiento	 como	 TGF-β1	 y	 FGF	 (Xing	 y	
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cols.,	 2011).	 Aunque	 hay	 una	 gran	 variabilidad	 en	 las	 proteínas	 que	 expresan	 las	
distintas	 poblaciones	 de	 FACs,	 se	 utilizan	 como	 marcadores,	 principalmente,	 la	












extendiendo	en	modelos	 in	 vivo,	 in	 vitro,	 genéticos,	etc.	 El	 cáncer	de	 colon	 inducido	
por	 carcinógenos	 proporciona	 un	 buen	 modelo	 de	 cáncer	 local,	 comparte	 muchas	
características	 histológicas	 con	 el	 cáncer	 humano	 y,	 básicamente,	 presenta	 una	
A	 B	 C
A	
Figura	 5.	 Miofibroblastos	 y	 células	 epiteliales	 en	 la	 secuencia	 adenoma-
carcinoma.	A,	organización	normal	de	una	cripta.	B,	transformación	de	la	cripta	
hacia	 adenoma	 con	 células	 mieloides	 (redondas	 y	 azules),	 miofibroblastos	








frecuencia	 y	 tarda	 mucho	 en	 desarrollarse.	 Entre	 los	 carcinógenos	 más	
frecuentemente	 utilizados	 en	 los	 modelos	 experimentales	 de	 ratón	 o	 rata,	 para	
estudiar	el	cáncer	de	colon,	se	encuentra	el	azoximetano	(ver	revisión	de	Rosenberg	y	
cols.	 2009).	 Este	 carcinógeno	 es	 metabolizado	 vía	 el	 citocromo	 P450	 (CYP2E1)	 a	
metilazoximetanol,	 el	 cual	 causa	 mutaciones	 en	 genes	 de	 moléculas	 de	 vías	 de	
señalización	implicadas	en	la	homeostasis	del	epitelio	intestinal	y	cuya	alteración	está	
asociada	a	la	patogénesis	del	cáncer	de	colon.	Entre	estos	genes	se	encuentran	K-RAS,	
β-catenina	 y	 TGF-β.	 La	 vía	 de	 señalización	 de	 K-RAS	 regula	 a	 su	 vez	 otras	 vías	 tales	
como	la	de	MAPK	y	PI3K/Akt,	implicadas	en	el	crecimiento	y	la	proliferación	celular.	La	





el	 desarrollo	 desde	 lesiones	 precancerosas	 como	 los	 focos	 de	 criptas	 aberrantes	 a	









en	el	que	 la	 inducción	de	 tumores	 se	 realiza	combinando	azoximetano	con	dextrano	
sulfato	sódico	(DSS).	El	DSS	es	un	compuesto	que	induce	efectos	tóxicos	en	el	epitelio	






colitis	 en	 humanos	 (Thaker	 y	 cols.,	 2012).	 El	 tratamiento	 es	 más	 efectivo	
administrando	una	dosis	inicial	de	AOM	intraperitoneal	y,	tras	un	periodo	de	descanso,	
administrando	DSS	en	el	agua	de	bebida	durante	tres	ciclos.	Con	otras	combinaciones	
de	 ambas	 sustancias	 no	 se	 ha	 conseguido	 obtener	 el	 mismo	 efecto.	 Las	 lesiones	
producidas	 en	 este	 modelo	 animal	 son	 positivas	 para	 β-catenina,	 cicloxigenasa-2	 y	
óxido	 nítrico	 sintasa	 inducible	 (Tanaka	 y	 cols.,	 2003).	 Además,	 la	 respuesta	
inflamatoria,	 en	este	 caso	producida	por	el	DSS,	es	mediada	por	 las	 células	T	helper	
(Th1),	en	la	que	citoquinas	proinflamatorias	tales	como	el	interferón-γ	(INF-γ),	el	factor	
de	necrosis	tumoral,	la	interleucina-1	beta	(IL-1β)	y	la	interleucina-6	(IL-6),	entre	otras,	
colaboran	 en	 el	 desarrollo	 de	 la	 inflamación	 y	 destrucción	 del	 tejido.	 También	 se	
producen	 citoquinas	 anti-inflamatorias	 como	 la	 interleucina-10	 (IL-10)	 y	 el	 factor	 de	
crecimiento	 transformante	 beta-1.	 Diversas	 observaciones	 indican	 que	 estas	





La	 reelina	 es	 una	 glicoproteína	 de	 la	 matriz	 extracelular	 de	 gran	 tamaño,	
aproximadamente	 400	 kDa.	 Funcionalmente,	 la	 reelina	 y	 su	 sistema	 de	 señalización	
han	sido	muy	estudiados	en	el	cerebro.	Durante	el	desarrollo	embrionario	la	reelina	es	
secretada	principalmente	por	las	células	de	Cajal-Retzius	(D’Arcangelo	y	cols.,	1995)	y	
guía	 a	 las	 neuronas	 y	 a	 las	 células	 gliales	 durante	 su	 migración,	 desde	 las	 zonas	
germinativas	hacia	sus	posiciones	correctas	en	 la	corteza	cerebral	 (Rice	y	cols.,	2001;	
Tissir	y	Goffinet,	2003).		






de	 ratones	 presentaban	 una	 mutación	 autosómica	 recesiva	 que	 les	 provoca	
anormalidades	 arquitectónicas	 en	 la	 corteza	 cerebral	 debido	 a	 que	 las	 neuronas	 no	
alcanzan	su	posición	correcta	durante	el	desarrollo	del	cerebro.	Como	resultado,	estos	
ratones	muestran	 una	 desaparición	 de	 la	 estructura	 laminar	 de	 la	 corteza	 cerebral,	
cerebelar	 y	 del	 hipocampo.	 Por	 ello,	 los	 ratones	 reeler	 presentan	 importantes	






















La	 reelina	 es	 un	 gen	 compuesto	 por	 65	 exones	 que	 ocupa	 450	 kb	 del	 ADN	
genómico.	Su	regulación	transcripcional	en	el	sistema	nervioso	ocurre	vía	factores	de	
transcripción,	 que	 se	 unen	 a	 secuencias	 específicas	 del	 promotor,	 o	 mediante	
regulación	 epigenética	 vía	metilación	 de	 sitios	 CpG	 del	 promotor	 y/o	 acetilación	 de	
histonas.	El	promotor	contiene	una	isla	CpG	con	residuos	de	citosinas	susceptibles	de	
metilación	y	sitios	de	unión	para	diferentes	factores	de	transcripción.	Los	factores	de	
transcripción	 descritos	 para	 el	 promotor	 de	 la	 reelina	 han	 sido:	 Sp1,	 Pax6	 (“Paired	
Homeobox	6”),	Tbr1	 (“T	brain	1”),	CREB	 (elemento	de	unión	dependiente	de	AMPc),	
NF-κB	 y	 Cask	 (serina	 cinasa	 dependiente	 de	 calcio/calmodulina)	 que	 actúan	 como	
reguladores	 positivos	 de	 la	 expresión	 de	 reelina.	 Cask	 puede	 unirse	 directamente	 al	
promotor	o	bien	 formar	un	complejo	con	 la	proteína	Tbr1	 (Bredt,	2000).	También	el	
fragmento	intracelular	del	receptor	ApoER2	de	la	reelina	(ApoER2-ICD),	que	surge	tras	
unión	 de	 la	 reelina	 con	 ApoER2,	 se	 une	 al	 promotor	 regulando	 negativamente	 la	
transcripción	 (Balmaceda	 y	 cols.,	 2014).	 Además	 HIC1	 (“Hypermethylated	 In	 Cancer	







Con	 respecto	 a	 la	 regulación	 epigenética,	 la	 proteína	 DNMT1	 (ADN	
metiltransferasa	 1)	 es	 la	 principal	 proteína	 encargada	 de	 metilar	 los	 sitios	 CpG	 del	
promotor	de	 la	 reelina,	 silenciando	 su	expresión	 (Noh	y	 cols.,	 2005).	 Inicialmente	 se	
consideraba	 que	 la	 DNMT1	 sólo	 era	 responsable	 del	 mantenimiento	 del	 patrón	 de	
metilación	 de	 las	 células	 mitóticas,	 sin	 embargo	 actualmente	 se	 sabe	 que	 también	






Existen	 otras	 proteínas	 que	 pueden	 regular	 la	 expresión	 de	 reelina.	 	 Se	 ha	
observado	en	células	de	cáncer	de	esófago	que	TGF-β1,	a	través	de		Snail,	un	factor	de	
transcripción	 inducible	 por	 TGF-β1,	 disminuye	 la	 expresión	 de	 reelina,	 también	
actuando	 a	 nivel	 de	 su	 promotor	 (Yuan	 y	 cols.,	 2012).	 	 También	 el	 oncogen	 RAS,	 a	
través	de	PI3-K,	modula	la	expresión	de	reelina	(Castellano	y	cols.,	2016).	
	 La	 reelina	 regula	 la	 función	 de	 otras	 proteínas,	 entre	 ellas	 TGF-β1,	 ya	
comentada	 anteriormente	 por	 su	 acción	 sobre	 el	 promotor	 de	 reelina.	 Yuan	 y	 cols.	
(2012)	descubrieron	 la	 implicación	de	 la	 reelina	en	 la	migración	 celular	 inducida	por	
TGF-β1	en	el	cáncer	de	esófago,	de	manera	que	el	aumento	de	 la	 reelina	bloqueaba	










Además	 de	 la	 implicación	 en	 el	 desarrollo	 cerebral	 ya	 comentada,	 la	 reelina	
parece	 estar	 implicada	 en	 vías	 de	 señalización	 relacionadas	 con	 la	 memoria	 y	 la	






sido	 descrito	 en	 otros	 tejidos	 como	 en	 el	 bazo,	 riñón,	 testículo,	 ovario,	 corazón,	
pulmón,	 estómago	 (D´Arcangelo	 y	 cols.,	 1995;	 Hirotsune	 y	 cols.,	 1995;	 Ikeda	 y	
Terashima,	1997),	odontoblastos	(Maurin	y	cols.,	2004),	páncreas	(Sato	y	cols.,	2006),	
hígado	 (Kobold	 y	 cols.,	 2002),	 hipófisis	 (Smalheiser	 y	 cols.,	 2000),	 intestino	 (García	
Miranda	y	cols.,	2010),	glándulas	mamarias	(Khialeeva	y	cols.,	2011)	y	vasos	linfáticos	
(Lutter	y	cols.,	2012).		
Además	 de	 en	 el	 cerebro	 el	 ARNm	de	 ambos	 receptores	 se	 ha	 detectado	 en	
testículo	 y	 ovario	 y	 el	 del	 VldlR	 también	 en	 corazón,	 riñón,	músculo,	 pulmón,	 tejido	
adiposo	 e	 hígado	 (ver	 revisión	 de	 Reddy	 y	 cols.,	 2011).	 El	 ARNm	 de	 Dab1	 se	 ha	





Recientemente	 se	 ha	 demostrado	 que	 la	 reelina	 realiza	 diversas	 funciones	 en	 los	







En	 el	 ser	 humano	 se	 han	 descrito	 algunas	 enfermedades	 que	 presentan	
alteraciones	en	la	expresión	del	gen	de	la	reelina	o	de	los	componentes	de	su	sistema	
de	señalización,	como	la	lisencefalía	(Hong	y	cols.,	2000),	esquizofrenia	(Impagnatiello	
y	 cols.,	 1998;	 Guidotti	 y	 cols.,	 2000),	 autismo	 (Fatemi	 y	 cols.,	 2005;	 Serajee	 y	 cols.,	





artritis	 reumatoide,	 donde	 está	 aumentada	 (Magnani	 y	 cols.,	 2010).	 En	 cerebro	 de	
embriones	 de	 ratón,	 cuyas	 madres	 han	 sido	 sometidas	 previamente	 a	 inflamación	
cerebral,	se	observó	una	disminución	en	la	reelina	(Harvey	y	Boksa,	2012).	La	infección	
por	 rotavirus	de	 las	células	Caco-2	 induce	un	aumento	de	 la	expresión	del	ARNm	de	
reelina	(Cuadras	y	cols.,	2002).	




de	páncreas	 (Sato	y	 cols.,	2006),	estómago	 (Dohi	 y	 cols.,	2010),	mama	 (Stein	y	 cols.,	
2010;	Khialeeva	y	cols.,	2017),	hígado	(Okamura	y	cols.,	2011)	y	neuroblastoma	(Becker	
y	cols.,	2012).	Wang	y	cols.	(2002)	observaron	un	aumento	en	la	expresión	de	Cask	y	
reelina	 en	 el	 cáncer	 de	 esófago,	mientras	 que	 Yuan	 y	 cols.	 (2012)	 describieron	 una	
disminución	 de	 la	 reelina	 en	 este	 mismo	 tipo	 de	 cáncer.	 En	 el	 glioblastoma,	 la	
expresión	tanto	de	reelina	como	de	Dab	1	se	encuentran	disminuidas	(Schulze	y	cols.,	
2017).	 Se	 ha	 observado	 un	 aumento	 en	 la	 expresión	 de	 reelina	 en	 los	 nevus	
melanocíticos	 en	 comparación	 con	 el	 tejido	 adyacente	 (Mihail	 y	 cols.,	 2017).	 Otros	
autores	observaron	aumentos	en	la	expresión	de	la	reelina	tras	lesión	en	la	córnea	y	la	
retina	 (Pulido	y	 cols.,	2007),	nervios	periféricos	 (Panteri	 y	 cols.,	2006;	Pasten	y	 cols.,	
2016),	 cerebro	 (Won	 y	 cols.,	 2006;	 Courtès	 y	 cols.,	 2011)	 y	 en	 la	 glándula	
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submandibular	 (Rebustini	 y	 cols.,	 2012),	 sugiriendo	 su	participación	en	 la	 reparación	
y/o	regeneración	de	los	tejidos	dañados,	como	hemos	indicado	anteriormente.	
Nuestro	 grupo	de	 investigación	 identificó	por	primera	 vez	 la	 presencia	de	 los	
componentes	del	sistema	de	señalización	de	la	reelina	(reelina,	VldlR,	ApoER2	y	Dab1)	
en	 la	 mucosa	 del	 intestino	 delgado	 de	 rata	 y	 ratón	 y	 del	 colon	 de	 ratón	 (García-
Miranda	 y	 cols.,	 2010,	 2012a	 y	 2013,	 Carvajal	 y	 cols.,	 2017a).	 Posteriormente,	 otros	
autores	han	corroborado	 la	expresión	de	reelina	en	el	 intestino.	Saeed	y	cols.	 (2012)	






expresa	 en	 los	 miofibroblastos	 subepiteliales	 y	 que	 ejerce	 su	 función	 activando	 la	
proliferación,	 migración,	 diferenciación	 y	 apoptosis	 del	 epitelio	 intestinal.	 También	
observamos	que	 los	 ratones	 reeler	 (deficientes	en	 reelina)	presentan:	 i)	 alteraciones	
en	 la	morfología	 de	 la	mucosa	 del	 intestino	 delgado;	 ii)	 mayor	 anchura	 del	 espacio	
intercelular	de	las	uniones	adherentes	y	desmosomas,	lo	que	podría	permitir	el	acceso	
de	 antígenos	 de	 la	 luz	 intestinal	 y/o	 ser	 resultado	 de	 uniones	 más	 laxas;	 iii)	 una	
disminución	 en	 el	 número	 de	 células	 de	 Paneth,	 que	 reduciría	 la	 defensa	
antimicrobiana	 intestinal,	 y	 iv)	 variaciones	en	 la	expresión	de	genes	 implicados	en	 la	
respuesta	 inmune,	 en	 la	 inflamación	 y	 en	 el	 cáncer	 (García-Miranda	 y	 cols.,	 2013).	
Recientemente	nuestro	grupo	de	investigación	ha	observado	que:	i)	la	reelina,	al	igual	
que	en	el	intestino	delgado,	en	el	colon	regula	la	homeostasis	epitelial	manteniendo	la	
integridad	de	 la	barrera	 intestinal,	 ii)	 la	expresión	de	reelina	aumenta	en	el	colon	en	
respuesta	 a	 colitis	 aguda	 inducida	 con	 DSS	 y	 iii)	 la	 reelina	 protege	 al	 colon	 de	 la	
inflamación	 intestinal,	 presentando	 los	 ratones	 reeler	 mayor	 susceptibilidad	 al	
tratamiento	con	DSS	(Carvajal	y	cols.,	2017b).		Todo	ello	nos	hizo	pensar	que	la	reelina	
















2) La	 expresión	 de	 reelina,	 VldlR,	 ApoER2	 y	Dab1	 en	 adenocarcinoma	de	
colon	






1) La	 expresión	 de	 reelina	 en	 lesiones	 precancerosas	 y	 en	

































Anticuerpos	Primarios	 Procedencia	 Laboratorio	 Dilución	
Anti-	α-SMA	 Ratón	 Sigma-Aldrich	 1:200	
Anti-Reelina	 Ratón	 Calbiochem	 1:100	
Anti-Dab1	 Conejo	 Chemicon	 1:200	
Anti-VldlR	 Ratón	 Santa	Cruz	 1:50	
Anti-ApoER2	 Cabra	 Santa	Cruz	 1:50	
Anti-E-Cadherina	 Ratón	 BD	Transduction	Laboratories	 1:200	
Anti-p53	 Conejo	 Santa	Cruz	 1:50	
Anti-p53	fosforilada	Ser	15	 Conejo	 BD	Transduction	Laboratories	 1:50	
Anticuerpos	Secundarios	 Procedencia	 Laboratorio	 Dilución	
Anti-IgG	de	ratón	
conjugado	con	biotina	 Cabra	 Vector	 1:100	
Anti-IgG	de	conejo	
conjugado	con	biotina	 Cabra	 Vector	 1:100	
Anti-IgG	de	ratón	
conjugado	con	FITC	 Cabra	 Jackson	Tech.	 1:100	
Anti-IgG	de	conejo	
conjugado	con	FITC	 Cabra	 Jackson	Tech.	 1:100	
Anti-IgG	de	conejo	
























Anticuerpos	Primarios	 Procedencia	 Laboratorio	 Dilución	
Anti-	GAPDH	 Ratón	 Sigma-Aldrich	 1:6000	
Anti-Reelina	 Ratón	 Chemicon	 1:1000	
Anti-p53	 Conejo	 Santa	Cruz	 1:500	
Anti-p53	fosforilada	Ser	15	 Conejo	 BD	Transduction	Laboratories	 1:500	
Anti-β-actina	 Ratón	 Sigma-Aldrich	 1:5000	
























Los	 ratones	 de	 la	 cepa	 C57BL/6J	 procedían	 del	 Centro	 de	 Producción	 y	
Experimentación	 animal	 de	 la	 Universidad	 de	 Sevilla	 (Espartinas)	 y	 las	 parejas	 de	
ratones	 heterocigóticos	 para	 el	 gen	 de	 la	 reelina	 (rl+/rl-)	 (cepa	 B6C3Fe/J)	 de	 los	






extremo	 3’	 de	 las	 12	 kb	 de	 las	 que	 consta,	 no	 pudiendo	 ser	 detectado	 ni	 el	 ARN	
mensajero	ni	la	proteína	(D’Arcangelo	y	cols.,	1996,	Royaux	y	cols.,	1997).	
Los	 animales	 se	 mantuvieron	 con	 ciclos	 de	 luz-oscuridad	 de	 12	 horas,	 en	
condiciones	adecuadas	de	temperatura	y	humedad,	en	el	animalario	de	la	Facultad	de	
Farmacia	de	 la	Universidad	de	Sevilla,	 con	 libre	acceso	al	agua	y	al	pienso.	El	pienso	






El	 sacrificio	 de	 los	 animales	 se	 realizó	 de	 acuerdo	 a	 las	 normas	 éticas	 de	
experimentación	 mediante	 dislocación	 cervical,	 de	 acuerdo	 a	 la	 Directiva	 Europea	
2010/63/UE	y	al	Real	Decreto	53/2013.	
GENOTIPADO	DE	RATONES	
El	 genotipado	 de	 los	 ratones	 de	 la	 cepa	 B6C3Fe	 se	 realizó	 siguiendo	 el	
protocolo	descrito	por	D’Arcangelo	y	cols.	(1996).	Primero	se	extrajo	el	ADN	genómico	
procedente	de	cada	ratón	a	partir	de	alguno	de	sus	dedos,	siguiendo	un	código	para	
poder	 identificarlos	 posteriormente,	 y	 utilizando	 la	 solución	 de	 extracción	
“QuickExtracTM“(EPICENTRE),	 conforme	 a	 las	 instrucciones	 del	 fabricante.	
Posteriormente,	con	5	µl	del	ADN	extraído	se	realizó	una	PCR	usando	tres	cebadores	







agarosa	al	2%.	Los	 tres	posibles	genotipos	se	 identificaron	en	 función	del	 tamaño	de	
las	bandas	obtenidas	descritas	en	la	Tabla	4.	
	




















Para	 obtener	 las	 muestras	 de	 criptas	 aberrantes,	 se	 realizó	 un	 raspado	 de	
mucosa,	 mientras	 que,	 en	 los	 diferentes	 modelos	 animales	 que	 veremos	 a	
continuación,	 se	 extirparon	 las	 lesiones	 y	 los	 tejidos	 adyacentes	 con	 ayuda	 de	 un	
bisturí.		
Muestras	de	tejido	humano	
	 Se	 obtuvieron	 muestras	 de	 pacientes	 procedentes	 del	 Hospital	 Universitario	




la	 presente	 memoria.	 Las	 muestras	 procedentes	 del	 Biobanco	 del	 Hospital	
Universitario	Virgen	del	Rocío	consistían	en	secciones	de	10	µm	incluidas	en	parafina,	
de	 biopsias	 de	 pacientes	 con	 colitis	 ulcerosa,	 pólipos	 no	 adenomatosos,	 adenomas,	
adenocarcinomas	y	colon	sano.	La	edad	de	los	pacientes	estaba	comprendida	entre	22	
















PREPARACIÓN	 DE	 LAS	 MUESTRAS	 BIOLÓGICAS	 PARA	 SU	 OBSERVACIÓN	 AL	
MICROSCOPIO	ÓPTICO	
Tras	la	fijación	de	las	muestras	como	se	ha	descrito	anteriormente,	el	tejido	se	
incluyó	 en	 parafina	 (P.F.	 55-58ºC,	 Panreac)	 o	 en	 “Tissue-Tek®”	 (Sakura)	 para	 su	
congelación,	según	el	procedimiento	que	se	fuera	a	realizar	a	continuación.	
En	el	primero	de	los	casos,	los	tejidos	ya	fijados	se	sometieron	a	un	proceso	de	
deshidratación	 utilizando	 alcoholes	 de	 concentraciones	 crecientes	 (70%,	 80%,	 90%	 y	
100%)	 y	 por	 último	 xilol,	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 con	 agitación	 orbital.	 A	
continuación,	se	pasaron	por	una	mezcla	de	xilol:parafina	(1:1)	a	60ºC	y	se	incluyeron	
en	parafina	previamente	calentada	a	60ºC,	donde	se	mantuvieron	toda	la	noche.	Por	
último,	 los	 bloques	 de	 parafina	 con	 los	 tejidos	 correctamente	orientados	 se	 dejaron	
solidificar	 a	 temperatura	 ambiente.	 Se	 realizaron	 secciones	 de	 5	 µm	 con	 un	
microtomo,	se	montaron	en	portaobjetos	con	adhesivo	(“StarFrost®	adhesive	slides”,	





En	 el	 segundo	 caso,	 los	 tejidos	 ya	 fijados	 se	 sumergieron	 en	 soluciones	 con	
concentraciones	crecientes	de	sacarosa	(20	y	30%)	y	se	congelaron	en	isopentano	a	-
15ºC.	Para	obtener	las	criosecciones	el	bloque	se	preparó	añadiendo	el	“Tissue-Tek®”	






modelos	 que	 permiten	 producir	 desde	 una	 inflamación	 aguda	 de	 colon	 hasta	 la	





Las	 muestras	 de	 colon	 de	 ratón	 a	 los	 que	 se	 le	 ha	 inducido	 colitis	 aguda	
utilizadas	en	el	presente	 trabajo	proceden	de	estudios	previos	 realizados	en	nuestro	
laboratorio.	 La	 colitis	 aguda	 se	 indujo	 mediante	 la	 administración	 de	 DSS	 (TdB	
Consultancy,	PM=	40	kDa)	al	3%	en	el	agua	de	bebida	a	ratones	control	y	reeler	de	12	
semanas	de	edad.	El	sacrificio	de	los	animales	se	realizó	a	los	9	días	de	administración	
de	DSS,	 cuando	 la	 pérdida	 de	 peso	 es	 superior	 al	 10%	 de	 su	 peso	 inicial	 (Carvajal	 y	
cols.,	2017a).		
Criptas	aberrantes	




























Se	 realiza	 el	mismo	 procedimiento	 descrito	 en	 el	 apartado	 anterior,	 pero	 en	
lugar	 de	 6	 inyecciones,	 se	 aumentaron	 a	 8	 dosis	 de	 AOM,	 mediante	 1	 inyección	
intraperitoneal	por	semana.		
1	dosis	por	semana 24	semanas
































colon,	 incluidas	 en	 parafina	 y	 teñidas	 con	 hematoxilina	 y	 eosina	 (McGinley	 y	 cols.	
2010).	
Para	 la	 tinción	 con	 azul	 de	 metileno,	 los	 tejidos,	 ya	 fijados	 con	
paraformaldehído	 al	 4%	 y	 conservados	 en	 etanol	 al	 70%,	 se	 sumergieron	 en	 una	
solución	 al	 0,05%	 de	 azul	 de	 metileno	 en	 agua	 (esta	 solución	 debe	 prepararse	
inmediatamente	 antes	 de	 su	 uso)	 a	 temperatura	 ambiente,	 20	 veces	 durante	 1	
segundo,	 y	 finalmente	 se	 dejaron	 3	 minutos	 en	 dicha	 solución.	 Transcurrido	 este	
tiempo,	se	lavaron	con	agua	destilada	para	eliminar	el	azul	de	metileno	sobrante	y	se	
dejaron	 secar.	 Las	muestras	 se	 analizaron	 al	microscopio	óptico	 con	un	 aumento	de	
50x	 y	 en	 un	 plazo	 no	 superior	 a	 2	 horas,	 ya	 que	 pasado	 este	 tiempo	 la	 tinción	 no	
permite	distinguir	los	focos.		
Para	 la	 tinción	hematoxilina-eosina	se	partió	de	secciones	de	tejidos	 incluidos	
en	 parafina	 montados	 sobre	 portaobjetos.	 En	 primer	 lugar	 se	 procedió	 al	
desparafinado	 de	 los	 mismos:	 primero	 se	 trataron	 los	 tejidos	 a	 60ºC	 durante	 30	
minutos,	luego	se	pasaron	por	xilol	(2	x	1,5	minutos)	y	por	una	batería	de	alcoholes	de	










Las	 criptas	 aberrantes	 se	 distinguen	 por	 ser	más	 alargadas	 que	 las	 normales,	












































	 Se	 realiza	 un	 análisis	 macroscópico	 del	 colon	 consistente	 en	 determinar	 el	
peso	 y	 longitud	 del	 mismo.	 A	 partir	 de	 estos	 datos	 se	 calcula	 la	 relación	 peso	
(g)/longitud	(cm)	de	cada	muestra,	indicativa	también	del	grado	de	inflamación.	
REACCIÓN	EN	CADENA	DE	LA	POLIMERASA	(PCR)	EN	TIEMPO	REAL	
Para	 la	 extracción	 de	 ARN	 procedente	 de	muestras	 congeladas	 en	 nitrógeno	
líquido	(resecciones	humanas	o	muestras	animales)	se	utilizó	el	kit	comercial	“RNeasy-
Mini”	(Quiagen).	Se	determinó	la	pureza,	la	concentración	y	la	integridad	del	ARN	total	




flotar	 las	 secciones	 en	 xilol	 durante	 15	 minutos	 y	 a	 continuación,	 se	 utilizó	 el	 kit	
comercial	 “FFPE	 RNeasy”	 (Quiagen).	 El	 protocolo	 propuesto	 por	 el	 fabricante	 fue	













































	 	 RATÓN	 	
Gen	 GeneBank	ID	 Sentido	(5’…3’)	 Antisentido	(5’…3’)	
ApoER2	 NM_001080926.1	 GAATGAAGGCAGCCAGAT	 GTTGTCGAAATTCATGCTC	
α-SMA	 NM_007392.3	 CTTTGCTGGTGATGATGCTC	 GCGAAGCTCGTTATAGAAGG	
β-actin	 NM_007393.3	 ACCCACACTGTGCCCATCTA	 CGGAACCGCTCATTGCC	
Cask	 NM_001284503.1	 TCTCCAGAAAGTGCTAACGG	 ATGAAGTGTACCTTGCCTGTG	
Dab1	 NM_010014.2	 GACATCACAGATCATCGG	 CTGGTACACAGATTGTTCAC	
DNMT1	 NM_	010066.4	 CAAGTTCTGCCTATCTTGTATCC	 TGATGTTGAAAGTAAAGGCCTC	
FAP	 NM_007986.3	 CGGGAAGCAACTCATGTCCT	 TGATTCTCACTGCACAGCGT	
p53	 AB020317.1	 CAGAAGATATCCTGCCATCACC	 GGAGAGTACGTGCACATAACAG	
Reelin	 NM_011261.2	 GGACTAAGAATGCTTATTTCC	 GGAAGTAGAATTCATCCATCAG	
TGF-β1	 NM_011577.1	 ATCCTGTCCAAACTAAGGCTC	 TGACCTCTTTAGCATAGTAGTCC	
VldlR	 NM_013703.2	 GTGTACTTGAAGACCACTGAAGAG	 GCTGGCTCTGTTACCATTC	
	
HUMANO	
Gen	 Genebank	ID	 Sentido	(5’….3’)	 Antisentido	(5’….3’)	
ApoER2	 NM_000041	 AGATGGGAGTGATGAAGCTG	 GCAGTTCTTGGTCAGTAGGT	
α-SMA	 XM_011540016		 AGACTTTCAATGTCCCAGCC	 CTCAGCAGTAGTAACGAAGGA	
Cask	 XM_011543997	 TCTCCAGAAAGTGCTAACGG	 ATGAAGTGTACCTTGCCTGTG	
Dab1	 NM_021080	 CACACAAACTGTTATGCCTT	 GTTTCATCATGGAATCTTGACATA	
DNMT1	 NM_001130823	 CAAGTTCTGCCTATCTTGTATCC	 TGATGTTGAAAGTAAAGGCCTC	
E-Cadherin	 NM_004360	 TTTGAAGATTGCACCGGTCG	 TCTCTTCTGTCTTCTGAGGC	
HIC1	 NM_001098202	 CGACGACTACAAGAGCAGCAGC	 CAGGTTGTCACCGAAGCTCTC	
N-Cadherin	 NM_001792	 AGTACAATATGAGAGCAGTGAG	 CTGAATTGTCTTGGGAACAC	
Reelin	 NM_005045	 CCACGAGAACTGATTACCAC	 ATTGTGCTGACATTGGAAGG	
TGF-β1	 NM_000660	 AACCCACAACGAAATCTATGA	 AAAGATAACCACTCTGGCGA	
Vimentin	 NM_003380	 GAGCTATGTGACCACGTCCA	 TGAACTCAGTGTTGATGGCGT	







Los	 ensayos	 de	 inmunohistoquímica	 se	 realizaron	 en	 secciones	 de	 7	 μm	







Las	 secciones	 montadas	 en	 portaobjetos	 se	 descongelaron	 a	 temperatura	
ambiente	 y	 se	 permeabilizaron	 primero	 con	 acetona,	 10	 minutos	 a	 -20ºC	 y,	 a	
continuación,	 con	 Tritón	 X-100	 al	 0,1%	 en	 PBS,	 a	 temperatura	 ambiente	 durante	 15	
minutos,	 lavándose	 con	 PBS	 entre	 ambos	 pasos	 y	 después	 de	 permeabilizar.	 Para	
inhibir	la	actividad	peroxidasa	endógena	se	incubaron	con	una	solución	de	peróxido	de	








solución	 de	 bloqueo	 a	 temperatura	 ambiente,	 en	 cámara	 húmeda	 y	 con	 balanceo,	
durante	90	minutos.	Transcurrido	ese	tiempo	se	lavaron	con	PBS.		
La	 señal	 se	 visualizó	 utilizando	 el	 kit	 ABC	 (Vector),	 según	 el	 protocolo	 del	
fabricante,	 se	 incubó	 con	 1	 mg/ml	 de	 Diaminobenzidina	 (DAB)	 en	 PBS	 durante	 15	




se	 lavaron	 con	 PBS,	 se	 dejaron	 secar	 y	 se	 incluyeron	 en	 pegamento	 de	 montaje	
“EUKITT”	para	su	observación	al	microscopio	óptico.	El	análisis	se	realizó	mediante	la	
obtención	de	 imágenes	utilizando	 la	cámara	digital	 “SPOT	 Insight	V	3.5.”	acoplada	al	
microscopio	y	el	programa	“Spot	Advance	3.5.4.1.”	
ii)	Inmunofluorescencia:	









cámara	húmeda	y	balanceo,	durante	toda	 la	noche.	Tras	 lavar	con	PBS,	se	 incubaron	




núcleos	 de	 las	 células.	 Por	 último,	 se	 lavaron	 con	 PBS	 durante	 10	 minutos	 y	 se	
montaron	 con	 solución	 de	montaje	 para	microscopía	 de	 fluorescencia	 “Vectashield”	
(Vector).	
La	 señal	 se	visualizó	bajo	el	microscopio	de	 fluorescencia	Olympus	BX61	y	 las	
imágenes	se	obtuvieron	con	la	cámara	digital	Olympus	DP73.	
Inmunohistoquímica	en	secciones	de	parafina	





alcoholes:	 xilol	 (1,5	minutos	 x2),	 etanol	100%	 (30	 segundo),	metanol	 (14,5	minutos),	
etanol	 100%,	 95%	 y	 70%	 (30	 segundos	 en	 cada	 uno)	 y	 agua	 (30	 segundos).	 A	
continuación	 se	 sumergieron	 en	 una	 solución	 de	 citrato	 trisódico	 0,01	 M,	 pH	 6,	
durante	 10	 min	 en	 el	 microondas,	 para	 recuperar	 el	 antígeno	 y	 seguidamente	 se	
lavaron	 con	 PBS.	 Las	 uniones	 inespecíficas	 del	 anticuerpo	 se	 bloquearon	 mediante	
incubación	 con	 solución	 de	 bloqueo	 (Dako)	 durante	 10	 minutos.	 Todas	 las	
incubaciones	se	realizaron	en	cámara	húmeda	y	a	temperatura	ambiente.	
Los	 portaobjetos	 se	 lavaron	 con	 PBS	 y	 se	 incubaron	 durante	 15	minutos	 con	
avidina-	 estreptavidina	 (Vector).	 Tras	 lavar	 con	 PBS	 durante	 5	minutos	 se	 incubaron	
con	biotina	(Vector),	15	minutos	y	se	lavaron	de	nuevo	con	PBS,	5	minutos.		
A	 continuación	 las	 preparaciones	 se	 incubaron	 con	 el	 anticuerpo	primario	 en	
solución	 de	 bloqueo	 (PBS	 con	 suero	 de	 cabra	 al	 5%)	 o	 únicamente	 con	 solución	 de	
bloqueo,	 sin	 el	 anticuerpo	primario	 (para	 el	 control)	 durante	 1	 hora.	 Tras	 un	 lavado	
extensivo	con	PBS,	las	muestras	se	incubaron	con	el	anticuerpo	secundario	en	solución	
de	bloqueo,	durante	45	minutos.	Se	 lavaron	extensivamente	con	PBS	y	 se	 incubaron	
con	 peroxidasa-	 estreptavidina	 (Vector)	 en	 PBS,	 durante	 30	 minutos.	 Tras	 varios	
lavados,	 se	 incubaron	 a	 temperatura	 ambiente	 con	 DAB,	 durante	 aproximadamente	
10-15	 minutos,	 hasta	 la	 aparición	 de	 señal.	 Se	 lavaron	 con	 PBS	 y	 se	 procedió	 a	
deshidratar	 siguiendo	 la	 misma	 batería	 de	 alcoholes	 que	 al	 inicio	 pero	 esta	 vez	 en	
sentido	creciente,	finalizando	con	la	incubación	en	xilol	durante	20	segundos.		
Finalmente	 las	muestras	 se	 incluyeron	 en	 pegamento	 de	montaje	 “EUKITT®”	
para	su	observación	y	análisis	al	microscopio	óptico	mediante	fotografías	utilizando	la	










de	 proteasas	 utilizados	 han	 sido:	 aprotinina	 (10	 μg/ml),	 leupeptina	 (10	 μg/ml),	
fenilmetilsulfonilfluoruro	(PMSF)	(0,2	mM)	y	benzamidina	(0,2	mM).	El	homogenado	se	
incubó	 a	 4ºC	 durante	 10	 minutos	 y	 se	 clarificó	 mediante	 centrifugación	 a	 14.000g	
durante	 30	 minutos.	 La	 concentración	 de	 proteínas	 presente	 en	 los	 extractos	
empleados	 se	 determinó	 mediante	 el	 método	 descrito	 por	 Bradford	 (1976).	 Esta	
técnica	 se	 basa	 en	 el	 empleo	 del	 colorante	 azul	 brillante	 de	 Coomassie	
(aminotiarilmetano)	(Bio-Rad),	el	cual	se	une	a	las	proteínas	dando	lugar	a	un	complejo	
azul,	 cuya	 absorbancia	 se	 mide	 por	 espectrofotometría	 a	 595	 nm.	 Se	 empleó	 γ-
Globulina	como	proteína	estándar.		
Una	vez	obtenidos	los	extractos	proteicos,	se	realizó	la	electroforesis	en	un	gel	






NaCl,	 0,1%	 Tween	 20	 y	 0,1M	 Tris-HCl,	 pH	 7,5)	 durante	 2	 horas	 a	 temperatura	
ambiente.	Seguidamente,	se	incubó	con	el	anticuerpo	primario	diluido	en	TBST	con	5%	
de	leche	(Tabla	1)	a	4ºC	durante	15	horas.	Las	membranas	se	lavaron	3	veces	con	TBST	
durante	15	minutos.	Posteriormente,	 se	 incubó	con	el	 anticuerpo	 secundario	diluido	
en	TBST	con	5%	de	leche	(Tabla	1),	a	temperatura	ambiente	durante	1	hora,	seguido	
de	 otros	 3	 lavados	 de	 15	 minutos	 con	 TBST.	 Para	 normalizar	 la	 abundancia	 de	 la	
reelina,	 las	 membranas	 también	 se	 incubaron	 con	 el	 anticuerpo	 anti-GAPDH	 o	 con	
anti-β-Actina	 (Tabla	 1)	 seguido	 de	 una	 incubación	 con	 el	 anticuerpo	 secundario	
conjugado	 con	 peroxidasa.	 La	 visualización	 de	 las	 bandas	 se	 realizó	 mediante	
quimioluminiscencia	 utilizando	 el	 kit	 “ECL	 Western	 Blotting	 Analysis	 System”	









El	 estado	de	metilación	de	 las	 islas	 5’CpG	del	 gen	de	 la	 reelina	 se	determinó	
mediante	PCR	específica	de	metilación	(MSP),	según	lo	descrito	previamente	por	Stein	





secuencia	 de	 los	 cebadores	 usados	 en	 el	 ensayo	 de	MSP	 de	 reelina	 fueron	 (5´…3´):	
GGGTGTTTTTTTAGGTTTGGTT	 (sentido)	 y	 CCAAAAAATTCCACAAAAAACAAC	
(antisentido)	 para	 las	 reacciones	 no	 metiladas	 (156	 pares	 de	 bases)	 y	
GGCGTTTTTTTAGGTTTGGTC	 (sentido)	 y	 CGAAAAATTCCGCGAAAAACG	 (antisentido)	
para	 reacciones	metiladas	 (155	pares	de	bases).	 Las	 reacciones	de	PCR	 se	 llevaron	a	
cabo	 	 utilizando	 la	 ADN	 polimerasa	 “PCR	 MyFi	 DNA	 Polymerase”	 (Bioline)	 en	 un	




en	 gel	 de	 agarosa	 al	 2%	 y	 se	 visualizaron	 gracias	 al	 uso	 de	 “RedSafe”	 (Intron	
Biotechnology).	 Los	 niveles	 de	metilación	 se	 calcularon	 como	 la	 proporción	 de	 cada	









También	 se	 realizaron	 correlaciones	 de	 Pearson	 y	 análisis	 de	 Spearman	 para	
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